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AUC                area under the plasma concentration-time curve 
cDNA               complementary DNA 
CL                  clearance 
Cmax                 the peak plasma concentration 
CYP                 cytochrome P450 
DMEM               Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
F                    bioavailability 
GFP                green fluorescent protein 
HMG-CoA           3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A 
HPLC               high performance liquid chromatography 
KHB                 Krebs-Henseleit bicarbonate buffer 
Km                  Michaelis-Menten constant 
MATE               multidrug and toxin extrusion proteins 
MPP+                 1-methyl-4-phenylpyridinium 
OAT                organic anion transporter 
OATP                organic anion transporting polypeptide 
OCT                 organic cation transporter 
PAH                  p-amino hippuric acid 
Pdif                  non-saturable uptake clearance 
PM                  poor metabolizer 
SD                  standard deviation 
SDS                sodium dodecyl sulfate 
SE                  standard error 
SLC                  solute carrier 
SNP                 single nucleotide polymorphism 
SU                  sulfonylurea 
TEA                 tetraethylammonium 
Tmax                 time to maximum plasma concentration 
UKPDS              United Kingdom Prospective Diabetes Study 









Goat’s rue（French lilac）に始まり 1)、この植物に含まれるグアニジンが血糖改善作用を有す
ることから、グアニジンの骨格を 2 つ有するビグアナイドの研究が行われた 2)。その結果、
1950 年代後半よりフェンホルミン、ブホルミン、メトホルミンの 3 種類のビグアナイド薬




フェンホルミンによる乳酸アシドーシスの発現頻度は 1 年に 10 万人あたり約 40～60 人で
あるが、メトホルミンによる乳酸アシドーシスの発現頻度は 1 年に 10 万人あたり 3 人程度

















Table 1. Glibenclamide-associated hypoglycaemia and metformin-associated lactic acidosis in 





Mortality risk per 
1,000 patient years 
Glibenclamide 10 300,645 0.0332 
Metformin 2 83,482 0.0240 
*Average daily dose for glibenclamide = 10 mg 











有機カチオンアンチポータ （ーSLC47）の 4 つのトランスポーターである。このうち SLC22
ファミリーは、12 回膜貫通型の構造を有しており、第１細胞外領域に長いループが存在す
る 18)（Fig. 2）。SLC22 ファミリーには 3 種類の有機カチオントランスポーター（OCT1-3）
がある 21)。SLC22A1（OCT1; organic cation transporter1）は 1994 年に初めてクローニングさ
れた有機カチオントランスポーターであり、ヒトでは肝実質細胞の類洞側の細胞膜に発現
している 22,23)。また、ヒトの腎近位尿細管上皮細胞の側底膜には SLC22A2（OCT2; organic 
cation transporter2）が発現している 24)。OCT1 と OCT2 が体内からの主要な消失過程に関
与する肝臓や腎臓に発現しているのに対して、OCT3 は脳、心臓、骨格筋、胎盤などに広
く発現している 18)。なお、ラットでは Oct1 は肝臓と腎臓、Oct2 は腎臓に発現が認められ













毒性発現と OCT の関連性を考察するためには、OCT におけるフェンホルミンとメトホルミ
ンの動態特性を比較することが有用ではないかと考えられた。 
そこで本研究では、カチオン性薬物の体内動態を制御するヒト OCT1 および OCT2 に着






Fig. 2. Predicted secondary structure of OCT118).  
The protein is thought to contain 12 transmembrane domains with both N and C terminus located 
intracellularly. The first large extracellular loop contains three putative N -linked glycosylation sites 



















上昇は血中の乳酸値に反映され、血中乳酸値が 5 mmol/L（45 mg/dL）を超えて血液中の pH












第 1 節 経口投与時の体内動態 
 
メトホルミンとフェンホルミンの肝臓への取り込み特性を比較するため、14C-メトホルミ








       
 
Fig. 3. Chemical structure of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B). 




各 14C 標識体を 50 mg/kg の用量で雄性ラットに経口投与後、頸静脈から経時的に採血を
行い、血漿成分を分離して放射能を測定した。14C-メトホルミンを投与したときの血漿中放
射能濃度は投与後速やかに上昇し、1 時間で最高血漿中濃度（Cmax）4.74 μg eq./mL に達した。
消失は速やかであり、投与後 24 時間では Cmaxの約 6%にまで減少した。
14C-フェンホルミン
を投与したときは、メトホルミンに比べて血漿中放射能濃度の上昇は緩やかであり、投与
後 4 時間で Cmax 3.49 μg eq./mL に達した後、比較的緩やかに低下した（Fig. 4）。投与後 24
時間では Cmaxの約 17%に減少した。 
 
 
Fig. 4. Plasma concentrations of radioactivity in male rats following an oral dose (50 mg/kg) 







Table 2. Pharmacokinetic parameters of radioacitivity after an oral dose (50 mg/kg) of 









Metformin 1.3 ± 0.6 4.93 ± 0.15 34.4 ± 2.1 
Phenformin 4.7 ± 1.2 3.55 ± 0.76 62.9 ± 8.6 






した。その結果、肝臓中の放射能濃度はメトホルミンが 21.5 μg eq./g、フェンホルミンが 147.1 
μg eq./g であり、フェンホルミンの方が約 7 倍高い値を示した。一方、門脈血漿中濃度はメ
トホルミンが 5.22 μg eq./mL、フェンホルミンが 2.53 μg eq./mL を示し、メトホルミンの方
が約 2 倍高い濃度であり、血漿中放射能濃度推移の結果を反映していた。なお、投与後 30
分における門脈血漿中放射能濃度は循環血漿中濃度に比べると、いずれも高値であった。






Table 3. Tissue radioactivity at 0.5 hr after an oral dose (50 mg/kg) of 14C-metformin and 
14C-phenformin to male rats. 
 
Tissue Metformin Phenformin 
Portal vein plasma (μg eq./mL) 5.22 ± 0.47 2.53 ± 0.91 
Liver  (μg eq./g) 21.5 ± 14.7 147.1 ± 29.6 
Cliver/Cplasma 4.22 ± 2.98 61.3 ± 13.6 





第 2 節 ラットにおける代謝 
 
in vivo の肝臓への移行性試験における 14C 標識体の取り込みが、未変化体の挙動を反映し
たものであるのか確かめるため、投与後 30 分に採取した門脈血漿中の放射性成分をラジオ
HPLC で分析した。その結果、メトホルミンを投与した時の門脈血漿中には未変化体のみが









Fig. 5. Representative radio-HPLC chromatograms of portal vein plasma at 0.5 hr after an 
oral dose (50 mg/kg) of 14C-metformin to male rats.  14C-metformin standard (A) and portal vein 









Fig. 6. Representative radio-HPLC chromatograms of portal vein plasma at 0.5 hr after an 
oral dose (50 mg/kg) of 14C-phenformin to male rats.  14C-phenformin standard (A) and portal 

























(A)                                        (B) 
   
 
Fig. 7. Time course of uptake of 14C-metformin (20 μM) (A) and 14C-phenformin（20 μM) (B) 
by rat hepatocytes.  Both compounds were incubated for the designated periods at 0C (○) and 















て以下の Michaelis-Menten 式に当てはめ、速度論パラメータを算出した。 
v = Vmax ×S /(Km+S) + Pdif ×S 
 
Km値はメトホルミンの 404 μM に対してフェンホルミンは 5.17 μM であった。Vmax値は
メトホルミンが 640 pmol/min/106 cells、フェンホルミンが 180 pmol/min/106 cells、非特異的
取り込みクリアランスであるPdif 値はそれぞれ 0.293 μL/min/10
6 cells 、0.573 μL/min/106 cells
であった。また、取り込み活性を示す CLint 値はメトホルミンが 1.58 μL/min/10
6 cells、フェ






Table 3. Kinetic parameters for the uptake of 14C-metformin and 14C-phenformin by rat 
hepatocytes. 
 
Parameters Metformin Phenformin 
Km   (μM) 404 5.17 
Vmax  (pmol/min/10
6 cells) 640 180 
Pdif   (μL/min/10
6 cells) 0.293 0.573 
CLint  (μL/min/10
6 cells) 1.58 34.7 
Kinetic parameters were obtained by nonlinear least-squares regression analysis (MULTI). 












Fig. 8. Concentration dependence of uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) by 
rat hepatocytes. 14C-metformin was incubated in a concentration range from 20 to 10000 μM at 
37C for 5 min and 14C-phenformin from 1 to 1000 μM at 37C for 10 min. Each point represents 








性を in vivo で検討した。さらにラット凍結肝細胞を用いた in vitro 取り込み動態を解析した。 



















討していないが、文献情報から検出された 2 つの代謝物のうち 1 つはパラ位の水酸化体で
はないかと推察している。また、フェンホルミンはラットの消化管を初回通過する際に代
謝を受けることが示唆された。 
第 3 節および第 4 節においては肝臓への取り込み動態の詳細な検討を行うため、ラット
凍結肝細胞を用いた in vitro の取り込みを解析した。その結果、両ビグアナイド薬は、取り
込みに飽和性が認められ、トランスポーターを介して肝細胞に取り込まれることが示唆さ
れた。速度論パラメータを比較するとフェンホルミンの Km 値（5.17 μM）はメトホルミン
の Km値（404 μM）よりも顕著に低値を示し、肝細胞における取り込みにおいて高い親和性
を示した。メトホルミンのラット肝細胞への取り込みにおける Km値は Umehara らの報告し
た値（510 μM）と一致するものであった 39)。また、肝細胞への取り込み活性を示す CLint
値の比較では、フェンホルミン（34.7 μL/min/106 cells）はメトホルミン（1.58 μL/min/106 cells）
の約 22 倍の活性を示した。この取り込み活性の違いは in vivo の Cliver/Cplasma値の違いに相当
13 
 
する値であり、ビグアナイド薬の肝細胞への取り込みが in vivo の肝臓への移行性を反映し
ていることが示唆された。HMG-CoA 還元酵素阻害剤であるプラバスタチンは肝臓の類洞側
膜に発現している有機アニオントランスポーターである organic anion transporting 
polypeptide 1B1（OATP1B1）によって肝臓に取り込まれる 40)。プラバスタチンの肝取り込
みは、ビグアナイド薬と同様にラットの肝細胞を用いた in vitro の評価が in vivo の肝臓への
取り込みをよく反映しており 41,42)、肝臓の類洞側膜に発現するトランスポーターを介する
薬物の取り込み動態は肝細胞を用いることで in vivo を反映した評価が行えるのではないか








薬のラット凍結肝細胞への取り込みは in vivo の肝臓への移行性を反映することが示唆され
た。 
(A)                                     (B)  
 
 
Fig. 9. Eadie-Hofstee plots for the uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) in rat 
cryopreserved hepatocytes. Uptake of 14C-metformin and 14C-phenformin by rat cryopreserved 
hepatocytes was measured at concentrations of 20, 100, 200, 500, 1000, 2000, and 10000 μM for 
metformin and 1, 5, 10, 50, 100, 500, and 1000 μM for phenformin, respectively. Each point 
represents the mean of three measurements.  
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第 1 節 ヒト肝細胞における時間依存的な取り込み 
 











Fig. 10. Time course of uptake of 14C-metformin (20 μM) (A) and 14C-phenformin（20 μM) (B) 
by human hepatocytes.  Both compounds were incubated for the designated periods at 0C (○) 





第 2 節 ヒト肝細胞における濃度依存的な取り込み 
 
各ビグアナイド薬のヒト凍結肝細胞への時間依存的な取り込みが認められたので、次に







v = Vmax ×S /(Km+S) + Pdif ×S 
 
フェンホルミンの Km値（12.5±10.5 μM）はメトホルミンの Km値（907±324 μM）より
も約 1/70 と小さい値であった。Vmax値はフェンホルミンが 192±145 pmol/min/10
6 cells、メ
トホルミンが 287±112 pmol/min/106 cells であり、取り込み活性を示す CLint 値はフェンホル
ミンが 16.4±2.5 μL/min/106 cells、メトホルミンが 0.377±0.262 μL/min/106 cells とフェンホ
ルミンが約 43 倍大きかった。また、非特異的取り込みクリアランス Pdif値はフェンホルミ





Table 3. Kinetic parameters for the uptake of 14C-metformin and 14C-phenformin by human 
cryopreserved hepatocytes. 
 
Parameters Metformin Phenformin 
Km   (μM) 907 ± 324 12.5 ± 10.5 
Vmax  (pmol/min/10
6 cells) 287 ± 112 192 ± 145 
Pdif   (μL/min/10
6 cells) 0.0588 ± 0.0154 0.527 ± 0.054 
CLint  (μL/min/10
6 cells) 0.377 ± 0.262 16.4 ± 2.5 
Kinetic parameters were obtained by nonlinear least-squares regression analysis (MULTI). 
Values of intrinsic clearance were calculated as follows: Vmax/Kmax. The data are means ± SD with 
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Fig. 11. Concentration dependence of uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) by 
human cryopreserved hepatocytes. 14C-metformin was incubated in a concentration range from 20 
to 10000 μM at 37C for 20 min. 14C-phenformin was incubated in a concentration range from 1 to 
1000 μM at 37C for 10 min. Experiments were conducted using hepatocytes from three different 








Fig. 12. Eadie-Hofstee plots for the uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) in 
human cryopreserved hepatocytes. Uptake of 14C-metformin and 14C-phenformin by human 
cryopreserved hepatocytes was measured at concentrations of 20, 100, 500, 1000, 2000, 5000, and 
10000 μM for metformin and 1, 5, 10, 50, 100, 500, and 1000 μM for phenformin, respectively. Each 

















Fig. 13. Effect of membrane potential on 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) uptake by 
human hepatocytes. The hepatocytes were incubated with high K+ incubation medium at 37C for 
10 min with 20 μM 14C-metformin (A) or for 5 min with 1 μM 14C-phenformin (B). Each column 
















Fig. 14. Inhibitory effect of PAH and TEA on 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) 
uptake by human hepatocytes. The hepatocytes were incubated with respective compounds at 
37C for 10 min with 20 μM 14C-metformin (A) or for 5 min with 1μM 14C-phenformin (B). Each 
column represents the mean ± SD of three measurements. Asterisk indicates a significant difference 
from the control (*: p＜0.05,***: p＜0.001 ).   
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Fig. 15. Time course of uptake of 14C-metformin (20 μM) (A) and 14C-phenformin (20 μM) (B) 
by hOCT1 expressing oocytes. Both compounds were incubated for the designated periods in 








ンホルミンは 1～1000 μM の濃度範囲で、放射能の取り込み量を測定した。その結果、メト
ホルミンおよびフェンホルミンの取り込みは、低濃度での直線性と高濃度における飽和性
が認められた（Fig. 16）。両ビグアナイド薬は hOCT1 を介して取り込まれることが示唆され
たので、非線形最小二乗法（MULTI）32)を用いて以下の Michaelis-Menten 式に当てはめ、速
度論パラメータを算出した。 
v = Vmax ×S /(Km+S) + Pdif ×S 
 
フェンホルミンの Km値は 5.59 μM、メトホルミンは 932 μM であった。Vmax値はフェン
ホルミンが 1.83 pmol/min/oocyte、メトホルミンが 8.94 pmol/min/oocyte であり、取り込み活
性を示す CLint 値はフェンホルミンが 0.327 μL/min/oocyte、メトホルミンが 0.00959 
μL/min/oocyte とフェンホルミンが約 34 倍大きな値であった。非特異的取り込みクリアラン





Table 4. Kinetic parameters for the uptake of 14C-metformin and 14C-phenformin by hOCT1 
expressing oocytes. 
 
Parameters Metformin Phenformin 
Km   (μM) 932 5.59 
Vmax  (pmol/min/oocyte) 8.94 1.83 
Pdif   (μL/min/oocyte) 0.00340 0.0338 
CLint  (μL/min/oocyte) 0.00959 0.327 
Kinetic parameters were obtained by nonlinear least-squares regression analysis (MULTI). 















Fig. 16. Concentration dependence of uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) by 
oocytes stably expressing hOCT1 (● ) and water injected oocytes as a control (○ ). 
14C-metformin was incubated in a concentration range from 20 to 10000 μM at 37C for 90 min. 
14C-phenformin was incubated in a concentration range from 1 to 1000 μM at 37C for 90 min. Each 


















の Km値（12.5 μM）は約 1/70 と小さかった。Vmax値はそれぞれ、287 pmol/min/10
6 cells と
192 pmol/min/106 cells であり、取り込み活性を示す CLint 値はメトホルミンが 0.377 
μL/min/106 cells、フェンホルミンが 16.4 μL/min/106 cells と約 43 倍大きな値を示した。従っ
て、フェンホルミンはメトホルミンよりもヒト凍結肝細胞において親和性が高く、取り込







メトホルミンとフェンホルミンの logP 値はそれぞれ、-1.43 および -0.84 であり、高い水溶
性を有する薬物である 44,45)。このような物性であるが肝細胞内への移行性は良好であり、
単純拡散だけではなくトランスポーターの関与が示唆された。 
第 3 節ではヒト凍結肝細胞への取り込みに対する K+ buffer の影響を検討した。OCT を介
した経細胞輸送は膜電位に依存しており 46)、その膜電位が低下すれば取り込み量が低下す




な基質による阻害効果を検討した。OCT の代表的な基質である TEA を添加すると、その添





た。ヒトの肝臓では hOCT1 が特異的に発現していることから、次に hOCT1 を発現させた
oocytes を用いた検討を行った。 
第 5 節および第 6 節ではビグアナイド薬の hOCT1 による取り込み動態について oocytes
発現系を用いて解析した。14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンともに反応時間に依




ンの Km値はメトホルミンの 932 μM に対してフェンホルミンは 5.59 μM であり、取り込み
活性を示す CLint値はメトホルミンが 9.59 × 10-3 μL/min/oocyte、フェンホルミンが 327 × 10-3 
μL/min/oocyte であり、フェンホルミンが約 34 倍大きな値であった。hOCT1 に対する Km値
はヒト肝細胞で得られた Km 値（12.5 μM）とほぼ同じ値を示しており、肝細胞への取り込
みは hOCT1 を介したものであると考えられた。また、メトホルミンの hOCT1 に対する Km







察される。国内におけるメトホルミンの 1 回あたりの最大投与量は 750 mg であるのに対し










には遺伝子多型が認められている 52-56)。Kerb らは、57 名の健康なコーカシアンの hOCT1
遺伝子を解析し、25 種の SNP のうち 5 種がアミノ酸変異を伴い、そのうち 3 種類は基質認
識性を変化させる変異であると報告している 52)。また、Shu らはコーカシアンを含む多様
な人種 494 名の遺伝子を解析して、15 種のアミノ酸変異を伴う SNP のうち輸送活性の低下
した 5 種と輸送活性の上昇した 1 種類の変異を報告している 53)。さらに、これらのメトホ
25 
 















































内動態が変動することが報告されており、マウスの腎臓に発現する 2 種の Oct1 と Oct2 をダ
ブルノックアウトしたマウスにメトホルミンを静脈内投与すると、野生型マウスに比べて
血漿中濃度（AUC0-∞）が約 4.5 倍上昇する 60)。これは、腎臓への取り込みが低下したため















は TEA、hOCT3 の代表的な基質としては 3H 標識した 1-メチル-4-フェニルピリジニウム
（MPP+）を使用し、各トランスポーターの阻害剤としてキニジンを用いた。阻害作用は
14C-TEA および 3H-MPP+の放射能の取り込み量の変化で評価した。 
hOCT2 を発現させた oocytes における 14C-TEA（10 μM）の取り込みは、メトホルミン（1 
mM）およびフェンホルミン（1 mM）によって有意に阻害された。フェンホルミンの阻害




ンホルミンはメトホルミンよりも阻害能が強かった（Fig. 18）。hOCT3 を発現させた oocytes
ではフェンホルミンが 3H-MPP+の取り込みを有意に阻害したが、メトホルミンでは阻害傾
向が認められたものの、有意な阻害作用ではなかった（Fig. 19）。阻害剤のキニジンは、各









Fig. 17. Inhibitory effect of unlabeled TEA, metformin, phenformi, and quinidine on 
hOCT2-mediated 14C-TEA (10 μM) uptake in oocytes. Compounds were incubated with 
respective compounds at room temperature for 60 min with TEA, metformin, phenformin, and 
quinidine at 1 mM, respectively. Each column represents the mean ± SE of 6 determinations. 









Fig. 18. Inhibitory effect of unlabeled TEA, metformin, phenformi, and quinidine on 
hOCT1-mediated 14C-TEA (10 μM) uptake in oocytes. Compounds were incubated with 
respective compounds at room temperature for 60 min with TEA, metformin, phenformin, and 
quinidine at 1 mM, respectively. Each column represents the mean ± S of 6 determinations. Asterisk 




Fig. 19. Inhibitory effect of unlabeled MPP+, metformin, phenformi, and quinidine on 
hOCT3-mediated 3H-MPP+ (0.05 μM) uptake in oocytes. Compounds were incubated with 
respective compounds at room temperature for 60 min with MPP+ at 30 μM and metformin, 
phenformin, and quinidine at 1 mM, respectively. Each column represents the mean ± SE of 6 
determinations. Asterisk indicates a significant difference from the control (n.s., not significant; ***: 











Results (% of control) 
Metformin Phenformin Reference 
hOCT1 TEA Quinidine 37.9 ± 8.6** 1.2 ± 0.2*** 1.3 ± 0.5*** 
hOCT2 TEA Quinidine 33.3 ±1.4*** 1.7 ± 0.1*** 1.4 ± 0.3*** 
hOCT3 MPP+ Quinidine 65.5 ± 7.1 5.5 ± 0.2*** 6.3 ± 0.3 *** 















依存性の検討では、取り込みの反応時間を 60 分に設定した。 
また、hOCT1 を発現させた oocytes における 14C-メトホルミン（20 μM）および 14C-フェ
ンホルミン（20 μM）、hOCT3 を発現させた oocytes における 14C-フェンホルミン（20 μM）
の時間依存的な取り込みを検討した結果、ビグアナイド薬の取り込みはコントロールに比
べて各測定時点で有意に高値を示し、いずれも 300 分までほぼ直線的に取り込みが増加し
た（Fig. 21 および Fig. 22）。この結果より、次節における濃度依存性の検討では、取り込み
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Fig. 20. Time course of uptake of 14C-metformin (20 μM) (A) and 14C-phenformin (20 μM) (B) 
by hOCT2 expressing oocytes. Both compounds were incubated for the designated periods in 
hOCT2 (■) and water injected oocytes as a control (□). Each point represents the mean ± SE of 6 





    
 
 
Fig. 21. Time course of uptake of 14C-metformin (20 μM) (A) and 14C-phenformin (20 μM) (B) 
by hOCT1 expressing oocytes. Both compounds were incubated for the designated periods in 
hOCT1 (■) and water injected oocytes as a control (□). Each point represents the mean ± SE of 6 







       
 
Fig. 22. Time course of uptake of 14C-phenformin (20 μM) by hOCT3 expressing oocytes. 
14C-phenformin was incubated for the designated periods in hOCT3 (■) and water injected oocytes 








第 3 節 卵母細胞発現系における濃度依存的な取り込み 
 
hOCT2 を発現させた oocytes を用いて 14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンの濃度
依存性について検討した。反応時間は第 2 節で検討した結果を基に設定した。速度論パラ
メータの Km値および Vmax値は Eadie-Hofstee プロットから算出し、非特異的取り込みクリ
アランスである Pdif  値は水をインジェクションした oocytes（コントロール）の取り込み量
から見積もった。 
hOCT2 を発現させた oocytes における 14C-メトホルミンと 14C-フェンホルミンの取り込み
動態を調べるため、14C-メトホルミン（20～2000 μM）および 14C-フェンホルミン（0.2～70 
μM）の濃度依存的な取り込みを検討した。 
各ビグアナイド薬ともに濃度依存的に取り込まれ、その取り込みは低濃度での直線性と
高濃度における飽和性を示し（Fig. 23）、各ビグアナイドが hOCT2 を介して oocytes に取り
込まれていることが示唆された。コントロールにおける取り込みはわずかであった。
Eadie-Hofstee プロットでは、いずれのビグアナイドも直線性を示した。速度論パラメータは
Km 値はメトホルミンが 235 μM、フェンホルミンが 37.4 μM、Vmax値はメトホルミンが 16.9 
pmol/min/oocyte、フェンホルミンが 7.83 pmol/min/oocyte、取り込み活性を示す CLint値はメ
トホルミンが 71.9 × 10-3 μL/min/oocyte に対してフェンホルミンは 209 × 10-3 μL/min/oocyte 
であった。非特異的取り込みクリアランスである Pdif 値は、それぞれ 4.69 x 10
-5 
μL/min/oocyte と 43.0 × 10-5 μL/min/oocyte であり、hOCT2 を介さない oocytes への取り込み
はほとんど影響がないと考えられた（Table 6）。メトホルミンの取り込み活性は hOCT1 に比








Km Vmax CLint Pdif 
μM pmol/min/oocyte 10-3 μL/min/oocyte 10-5 μL/min/oocyte 
Metformin 
hOCT1 369 0.911 2.47 2.37 
hOCT2 235 16.9 71.9 4.69 
Phenformin 
hOCT1 5.71 1.12 196 29.8 
hOCT2 37.4 7.83 209 43.0 








Fig. 23. Concentration dependence of uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) by 
oocytes stably expressing hOCT2 (■ ) and water injected oocytes as a control (□ ). 
14C-metformin was incubated in a concentration range from 20 to 20000 μM for 60 min. 
14C-phenformin was incubated in a concentration range from 0.2 to 70 μM for 60 min. Each point 
represents the mean ± SE of 6 determinations. Inset: Eadie-Hofstee plots. V, uptake rate (pmol/ 








かった。Eadie-Hofstee プロットは、いずれも直線性を示した（Fig. 22）。今回実施した hOCT1
における Km値は、第Ⅱ章で実施した結果に比べるとやや低値であった。フェンホルミンは
hOCT3 の基質と考えられるが、hOCT1 や hOCT2 に比べると取り込み活性はかなり低かっ
た（Table 6）。 
(A)                                (B) 
        
(C) 
 
Fig. 22. Concentration dependence of uptake of 14C-metformin (A) and 14C-phenformin (B) by 
oocytes stably expressing hOCT1, and 14C-phenformin (C) by oocytes stably expressing 
hOCT3 (■) and water injected oocytes as a control (□). 14C-metformin was incubated in a 
concentration range from 20 to 2000 μM for 60 min. 14C-phenformin was incubated in a 
concentration range from 0.2 to 70 μM for 60 min. Each point represents the mean ± SE of 6 
determinations. Inset: Eadie-Hofstee plots. V, uptake rate (pmol/ min/oocyte) S, concentration (μM). 
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第 4 節 小括 
 
本章では、主として hOCT2 を発現させた oocytes におけるビグアナイド薬の取り込み動
態について検討を行った。 
 第 1 節では hOCT1-3 を発現させた oocytes における代表的な基質（放射性標識リガンド）
の取り込みに対するメトホルミンあるいはフェンホルミンの阻害作用を検討した。hOCT1
および hOCT2 を発現させた oocytes において、両ビグアナイド薬は代表的基質（TEA）の
取り込みを有意に阻害した。フェンホルミンはメトホルミンよりも阻害作用が強かった。
hOCT3 を発現させた oocytes ではフェンホルミンは代表的基質（MPP+）に対する有意な阻
害作用を示したが、メトホルミンでは阻害傾向は認められたものの、有意な作用ではなか
った。フェンホルミンによる阻害作用は hOCT1 や hOCT2 に比べると弱いものであった。
これらの結果から、メトホルミンおよびフェンホルミンは hOCT1 および hOCT2 の基質で
あり、フェンホルミンは hOCT3 の基質であることが示唆された。 
 第 2 節では hOCT2 を発現させた oocytes においてビグアナイド薬の時間依存的な取り込
みを検討した結果、14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンともに反応時間に依存した
取り込み量の増加が認められた。水をインジェクションした oocytes（コントロール）への
取り込みはほとんど認められず、ビグアナイド薬は hOCT2 を介して oocytes に取り込まれ
ていることが示唆された。 
 第 3節においては hOCT2を発現させた oocytesにおける 14C-ビグアナイド薬の濃度依存性
を検討した。その結果、各ビグアナイド薬ともに放射能の取り込みはコントロールに比べ
て有意に高値を示し、濃度依存的な取り込みと飽和性が認められた。速度論パラメータは
メトホルミンの取り込み活性を示す CLint値（71.9 × 10
-3 μL/min/oocyte）が hOCT1 に対する
値（2.47 × 10-3 μL/min/oocyte）よりも約 29 倍大きな値を示した。フェンホルミンの CLint値










価している 61)。これらの変異を有する健康成人にメトホルミン 500 mg を経口投与したとこ
ろ、p.Ara270Ser をホモ接合で有する被験者において腎クリアランスが野生型の被験者に比












 なお、今回ビグアナイド薬の hOCT3 における取り込みについて検討した結果、フェンホ
ルミンが hOCT3 の基質であることが示唆された。しかし、hOCT3 は脳、心臓、骨格筋、胎
盤など多くの組織で発現しており 18)、CLint値は hOCT1 や hOCT2 に比べるとかなり小さい
ことから、ビグアナイド薬の体内動態に大きな影響を及ぼす可能性は低いと考えられた。
また、メトホルミンは hOCT3 の良好な基質ではないことが示唆された 66,67)。 







































ミノ酸変異を伴う hOCT1 の SNP（p.Ser14Phe）において MPP+の取り込みが野生型の約 2























されないため代謝酵素の影響を受けないが 37)、フェンホルミンは主として CYP2D6 により
代謝される 50,51)。CYP2D6 には遺伝子多型が知られており、代謝能が低下した poor 









変異をホモ接合型で有する健康成人にメトホルミン 500 mg を投与するとコントロール群に
比べて腎排泄量が有意に低下して約半分となり、血中濃度の上昇（Cmax が約 1.6 倍、AUC
は約 1.7 倍）が認められる 61)。in vitro におけるメトホルミンの輸送活性は T199I と T201M
が A270S に比べて低下しており、これらの変異をホモ接合型で有する被験者ではメトホル
ミンの腎排泄量の低下および血中濃度の上昇はさらに大きくなると推察される（臨床研究
におけるこれらのホモ接合型のデータは報告がない）。ただし、T199I と T201M の変異はこ
れまでコーカシアンにおいて報告がない。以上のように、CYP2D6 と hOCT2 はフェンホル
ミンの体内動態を変動させる要因であり、この 2 つの要因が重なりあった場合には単独時
に比べて血中濃度がさらに上昇すると推察される。コーカシアンにおける A270S のアレル
頻度は 2.5~15.7%と報告されており 56,62)、この変異のホモ接合型の頻度と CYP2D6 の PM の
割合（0.07）を掛け合わせると、10 万人あたり 4.3 人～172 人の割合となる。これはフェン




た。Marchettiらは 2型糖尿病患者 37名においてメトホルミンを処方した群（平均投与量 1240 
± 560 mg/day）とフェンホルミンを処方した群（平均投与量 66 ± 20 mg/day）の血漿中濃度
と乳酸値の相関性を比較している 70)。血漿中メトホルミン濃度は平均値 505 ng/mL（236-718 





（r = 0.49, P＜0.05）。また、Nattrass らは、メトホルミン（500 mg × 3 回/日）、フェンホルミ

















が関与しており、管腔側への排泄は multidrug and toxin extrusion proteins（MATE1/SLC47A1 
や MATE2-K/SLC47A2）によることが報告されている 73-75)。MATE はプロトン共役型で非
起電性のカチオン輸送体であり、ヒトおよびマウスの腎臓からプロトン/有機カチオン逆輸
送体の実体として最初に MATE1 が同定されている 76)。MATE1 は 570 のアミノ酸から構成
され、推定 13 回膜貫通領域を有している 77)。ヒトの hMATE1 は主に腎臓、肝臓、副腎、骨
格筋などに発現しており、hMATE2-K は腎臓にほぼ特異的に発現している 77,78)。MATE に
は遺伝子多型が存在し、アミノ酸変異を伴う変異体においてカチオン性化合物の輸送活性が
低下することが報告されている 79-83)。マウスの Mate1 をノックアウトして、メトホルミン
を経口投与すると野生型に比べて血漿中濃度が 15 倍、肝臓中濃度が 69 倍上昇し、血中乳酸





アナイド薬の体内動態動態変動が明らかになることが期待され、MATE が hOCT2 と同様に









































因の 1 つではあるが、毒性発現頻度を高める可能性は低いと考えられた。 
 
第Ⅲ章 hOCT2 を介したビグアナイドの動態 
 
ビグアナイド薬の主たる消失経路である腎排泄に関与するヒトの OCT2 について調べる
ため、hOCT2 を発現させた卵母細胞を用いて検討した。両剤とも OCT2 の代表的な基質で
ある TEA の取り込みを有意に阻害した。また、濃度依存的な取り込みが認められた。 Km
値はフェンホルミンがメトホルミンの約 1/6 程度であり、取り込み活性はフェンホルミンが









 フェンホルミンは主に CYP2D6 による代謝を受ける。hOCT2 の輸送活性が低下した変異
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14C-メトホルミン塩酸塩 (specific activity、962 MBq/mmol) は Moravek Biochemicals 社
（Brea、CA) から購入した。14C-フェンホルミン塩酸塩 (specific activity、4.48 GBq/mmol) は
Amersham Biosciences 社（Little Chalfont、UK）にて合成した。非標識のメトホルミンは和
光純薬株式会社（大阪）から、また、非標識のフェンホルミンはシグマ・アルドリッチ社





室温を 23 ± 2 C、相対湿度を 55 ± 15 % に設定して 12 時間の明暗サイクル（点灯：8:00～
20:00、消灯：20:00～8:00）、1 時間あたり 10 回以上の換気回数になるように制御した。す
べての動物は、固型飼料（CFR-1、オリエンタル酵母工業株式会社）と水道水を自由摂取さ




ルミンと混合して蒸留水に溶解させ、25 mg/1.85 MBq/mL に調製した。ラットには 2 mL/kg 





した。採取した血液は遠心分離（1800 × g、4℃ で 10 分間）を行って、血漿成分を分取し





14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンを経口投与後 0.5 時間においてエーテル麻酔
下でヘパリン処理をしたシリンジを用いて門脈から血液を採取し、腹下大動脈から全採血 






10 mL を加えて、液体シンチレーションカウンター（2500TR）で放射能を測定した。 
 
【放射性成分分析サンプルの調製】 
門脈血漿 0.1 mL にメタノール 2 mL を加えて撹拌抽出した後、遠心分離（1800×g、4℃で
10 分間）を行った。上清成分を分取して窒素ガス気流下で蒸発乾固させ、残渣を HPLC 移
動相 0.15 mL に溶解させた。調製した抽出成分を HPLC 分析に供した。なお HPLC への注
入は 100 μL とした。 
 
【放射性成分の HPLC 分析条件】 
（1）14C-メトホルミン： 
カラム：Inertsil® 3 series column ODS-3 (5 m、4.6 mm i.d. × 250 mm、GL サイエンス) 
移動相：0.2 mol/L KH2PO4 pH 4.0 
流速       ：1.0 mL/min 
カラム温度 ：40°C 
分析時間 ：15 min 
検出        ：放射能 
（2） 14C-フェンホルミン 
カラム：Symmetry C18 (5 μm、4.6 mm i.d. × 250 mm、Waters) 
ガードカラム ：SUMIPAX Filter  PG-ODS (住化分析センター) 
移動相：(A) 0.1%トリフルオロ酢酸/精製水 (1/1000, v/v) 
(B) 0.1%トリフルオロ酢酸/アセトニトリル (1/1000, v/v) 
グラジエント ： 
移動相 0 min 10 min 15 min 20 min 30 min 
A 100% 0% 100% 100% 100% 
B 0% 100% 0% 0% 0% 
流速 ：1.0 mL/min 
カラム温度 ：設定なし 
分析時間 ：30 min 
検出     ：放射能 
 
【ラット凍結肝細胞の調製】 
雄性ラットの凍結肝細胞を 37℃で急速融解し、Isolation Percoll 溶液 13 mL に DMEM 培
地 2 mL を入れた遠沈管に添加した。70 × g で 5 分間、室温で遠心分離を行い、細胞を沈殿
46 
 
させた。上清を除いた後、沈渣を Krebs-Henseleit 緩衝液 (118 mM NaCl、5 mM KCl、1.1 mM 
MgSO4、2.5 mM CaCl2、1.2 mM KH2PO4、25 mM NaHCO3、10 mM glucose and 10 mM HEPES、
pH 7.4、以下 KHB) 2 mL で懸濁し、懸濁液 50 μL にトリパンブルー450 μL を加え、細胞数
を計測し、生存率を算出して生細胞率が 80%以上であることを確認した。細胞懸濁液に再
度 DMEM 培地を 10 mL 添加し、50 × g で 3 分間、室温で遠心分離を行った。上清を除き沈
渣に KHB を加えて、細胞濃度を 2.0 × 106 cells/mL となるように調製した。 
 
【ラット凍結肝細胞への取り込み】 
2.0 × 106 cells/mL に調製した細胞懸濁液 450 μL を 37℃で 5 分間プレインキュベーション
した。基質（14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミン）を含む反応溶液も同時に 37℃で
5 分間プレインキュベーションした。細胞懸濁液に反応溶液を等量添加して取り込みを開始
した。取り込み時間と温度の検討では、14C-メトホルミンおよび 14C-フェンホルミンを 20 μM
として、37℃あるいは 0℃において 15 秒、1 分、2 分、3 分、5 分、7 分、10 分間インキュ
ベーションした。所定時間に反応溶液を 100 μL 採り、シリコンオイル 100 μL と 2N の水酸






500、1000、2000、10000 μM）および 14C-フェンホルミン（1、5、10、50、100、500、1000 









二乗法プログラム（MULTI）を用い、以下の Michaelis-Menten 式に当てはめて算出した。 










血漿および肝臓中放射能濃度は各薬剤の量に換算して μg eq./mL or g で表示した。得られ
たデータは平均値±標準偏差（SD）で表示した。また、2 群間の平均値の差の検定は Student





14C-メトホルミン塩酸塩 (specific activity、962 MBq/mmol) は Moravek Biochemicals 社
（Brea、CA) から購入した。14C-フェンホルミン塩酸塩 (specific activity、4.48 GBq/mmol) は




結肝細胞は Xenotech LLC 社 (Lenexa、KS)から、ヒト有機カチオントランスポーター




ヒトの凍結肝細胞を 37℃で急速融解し、Isolation Percoll 溶液 13 mL に DMEM 培地 2 mL
を入れた遠沈管に添加した。70 × g で 5 分間、室温で遠心分離した後、上清を除いた。沈渣
を KHB 2 mL で懸濁し、懸濁液 50 μL にトリパンブルー 450 μL を加え、細胞数を計測し、
生存率を算出して生細胞率が 70%以上であることを確認した。細胞懸濁液に再度 DMEM 培
地を 10 mL 添加し 50 × g で 3 分間、室温で遠心分離を行った。上清を除いて沈渣に KHB
を加え、細胞濃度を 2.0 × 106 cells/mL となるように調製した。 
 
【ヒト凍結肝細胞への取り込み】 






ホルミンは 37℃で 20 分間、フェンホルミンは 10 分間インキュベーションした。所定の時
間に反応溶液から 100 μL を採り、シリコンオイル 100 μL と 2N の水酸化ナトリウム溶液 50 





を 2 mL 加えて超音波処理を行った。液体シンチレーター（ハイオニックフロー）10 mL を
加え、液体シンチレーションカウンター（2500TR）で取り込まれた放射能を測定した。 
膜電位の検討では、KHB の代わりにカリウム緩衝溶液（5 mM NaCl、118 mM KCl、1.1 mM 
MgSO4、2.5 mM CaCl2、1.2 mM KH2PO4、25 mM NaHCO3、10 mM glucose、10 mM HEPES、





阻害作用の検討では、非標識のメトホルミン、フェンホルミン、PAH および TEA を含む





hOCT1 を発現させた卵母細胞を ND96medium 0.5 mL を入れた試験管に移した。
ND96medium を取り除き、ナトリウム緩衝溶液（100 mM NaCl、2 mM KCl、1 mM CaCl2、1 
mM MgCl2、10 mM HEPES、pH 7.4）を 3 mL 入れ卵母細胞を洗浄した。この操作を 2 回繰
り返した（計 3 回）。ナトリウム緩衝溶液を除去した後、14C-メトホルミン（20、100、500、
1000、2000、5000、10000 μM）および 14C-フェンホルミン（1、5、10、50、100、500、1000 
μM）を含む反応溶液を 100 μL 添加し、室温で 90 分間インキュベーションした。反応終了
時に反応溶液を除去して、氷冷したナトリウム緩衝溶液 3 mL で 3 回洗浄した。洗浄後、卵









v = Vmax × S / (Km+S) + Pdif × S 
ここで v は取り込みの速度（pmol/min/106 cells あるいは pmol/min/oocyte）、Vmaxは最大取り














14C-メトホルミン塩酸塩 (specific activity、3.53 GBq/mmol) は Moravek Biochemicals 社
（Brea、CA) から購入した。14C-フェンホルミン塩酸塩 (specific activity、4.48 GBq/mmol) は
Amersham Biosciences 社（Little Chalfont、UK）にて合成した。14C-テトラエチルアンモニウ
ム（TEA、 2.035 GBq/mmol）と 3H-1-メチル-4-フェニルピリジニウム（MPP+、2960 GBq/mmol)
は American Radiolabeled Chemicals 社(St. Louis、MO、USA)から購入した。非標識のメトホ











プラスミド DNA を制限酵素サイトで直鎖化し、テンプレート DNA を調製した。次に T7 
RNA ポリメラーゼによる転写反応（mMESSAGE mMACHINE T7 kit、Ambion）を行い cRNA
とし、さらに cRNA 末端への poly (A) tailing 付加反応（Poly (A) Tailling kit、Ambion）も行





子として Green Fluorescent Protein （GFP）遺伝子を卵母細胞内に 32.2 nL マイクロインジェ





用いた。インジェクション後、ND96medium 中で 2-3 日間、インキュベーター（室温）中に
て培養した。cRNA の導入量は以下の通りとした。 
導入遺伝子 導入量（ng） 
トランスポーター遺伝子 10 ng/oocyte 
レポーター遺伝子 (GFP) 7 ng/oocyte 
 
インジェクションの翌日に蛍光顕微鏡を用いて GFP 発現卵母細胞を判定して、GFP の発
現が確認されないものは除去した。 
 
【ヒト OCT 発現卵母細胞における取り込み】 
各 hOCT 発現卵母細胞における代表的な基質の取り込み阻害の検討では、hOCT1 および
hOCT2 の基質として 14C-TEA、hOCT3 の基質として 3H-MPP+ を用いた。 
試験に用いる卵母細胞を ND96medium で 2 回洗浄した後、24 穴細胞培養ディッシュ
（CORNING 社）に卵母細胞を分取し、10 分間プレインキュベーションした。各ウエルか
らバッファーを除去し、室温の反応溶液（14C-TEA 10 μM、 3H-MPP+ 0.05 μM および非標識
のメトホルミン、フェンホルミン、阻害剤のキニジンを含む）を 500 L 添加した時点から、
所定時間インキュベーションを行った。インキュベーション後、反応溶液を吸引除去し、
卵母細胞を氷冷した ND96medium で 3 回洗浄した。卵母細胞は、ミニバイアルに 1 つずつ
採取し、5% の SDS 水溶液 100 L を添加し、室温で約 30 分間、振盪溶解した。卵母細胞
入りミニバイアルに液体シンチレーター（Aquasol-2）を 1.5 mL 添加し、十分混和後、液体
シンチレーションカウンター（LSC6100、アロカ社）で放射能を測定した。 
 時間依存性および濃度依存性の検討では、hOCT を発現させた卵母細胞を ND96medium で
2 回洗浄した洗浄した後、10 分間プレインキュベーションして、室温の反応溶液（14C-メト





ータは、Eadie-Hofstee プロットから得られた直線の傾きおよび Y 軸切片から各トランスポ
ーターに対する親和性  (Michaelis-Menten 定数：Km ) および最大取り込み速度 
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